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Resumen

Las previsiones mundiales indican un incremento de la demanda de proteinas tanto para la
alimentacion humana como animal. Europa en particular, es una gran importadora de
proteina, principalmente de soja. Este tipo de proteinas son poco sostenibles, desde una
perspectiva econdmica y medioambiental, por tanto, resulta fundamental la biusqueda de
nuevas fuentes proteicas. Europa es productora de leguminosas como lentejas, altramuz,
alubias o guisantes, generandose en su procesado importantes cantidades de subproductos
que en la actualidad son mayoritariamente desechados y que, sin embargo, podrian ser
utilizados como fuente sostenible de proteina vegetal. En la actualidad son escasos los
estudios realizados sobre el aprovechamiento del contenido proteico de estos subproductos,
por ello es de gran interés para la industria alimentaria evaluar la posibilidad de emplear estos
subproductos como fuente alternativa de proteina aplicando técnicas de extraccion
sostenibles. Ello permitira ademas proporcionar una ruta de valorizacion de estos
subproductos hacia compuestos de valor afiadido. En el presente trabajo se han estudiado
parametros que afectan al proceso de extraccién como el tipo de diluyente, la relacion
subproducto/diluyente, el tiempo de mezclado y el pH de precipitaciéon. Sin embargo, las
condiciones de extraccion requieren una mayor investigacion con el fin de conocer en
profundidad los cambios producidos en las proteinas durante el proceso. Durante el periodo
de practicas tuteladas, se han realizado ensayos en el laboratorio comparando diferentes

condiciones de extraccidn proteica a partir de subproductos de leguminosas.
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1. Introduccion

La demanda actual de proteinas para los 7.300 millones de habitantes del mundo es de
aproximadamente 202 Mt. Estas proteinas provienen fundamentalmente de derivados
céarnicos (59%), cereales (27%), vegetales (3,6%) y legumbres (1,6%) (). Europa tiene una
dependencia de las proteinas importadas para alimentacion animal del 70% @ cifra que se
incrementa para el caso de la soja hasta un95% . En Europa hay aproximadamente 400.000
ha de soja cultivada, pero debido a sus rendimientos relativamente bajos y a su larga
temporada de cultivo trae consigo problemas de sostenibilidad y escasez de oferta ). A ello

hay que sumarle los bajos precios que alcanza la soja en el mercado mundial.

Es por ello por lo que entrd en vigor la Resolucion del Parlamento Europeo, de 17 de abril de
2018, sobre una estrategia europea para la promocién de la produccién de proteinas y
leguminosas en el sector agricola europeo (2017/2116(INI)) ©, donde se quiere disminuir la
importacion de proteinas vegetales de América del Sur, especialmente de la soja, ya que son
muy poco sostenibles desde una perspectiva econdmica y medioambiental para Europa. Por
tanto, la busqueda de nuevas proteinas alternativas en una Europa preocupada por la
sostenibilidad y la seguridad alimentaria es clave, y una opcioén podria ser la utilizacion de

leguminosas, ya que tienen un perfil proteico que se puede asemejar al de la soja ©.

La produccion de leguminosas en Europa ha aumentado en los ultimos 10 afios un 45,68%,
gracias a diferentes variedades de legumbres como las lentejas, alubias, guisantes y
altramuces ). A su vez, el aumento en produccion de leguminosas ha conllevado al
incremento de desechos en las diferentes etapas de procesado de las mismas. El aumento
de residuos alimentarios trae consigo problemas medioambientales y econdémicos para las
diferentes empresas dedicadas a su produccion. El sector hortofruticola, donde se engloban
la produccion de leguminosas, es responsable de la generacion de un 44% de desechos
agricolas a nivel mundial ®. Entre las fuentes alternativas de proteinas para alimentacion
animal y con aplicaciones para la alimentacion humana, se encuentran estos subproductos
del procesamiento de frutas y vegetales y, mas concretamente, procedentes de leguminosas.
Estos subproductos son biomasa de bajo costo, poco explotados, y no compiten con cultivos

alimentarios tradicionales por espacio y recursos.

Los residuos alimentarios de leguminosas tienen un alto valor nutritivo, una alta concentracion
de compuestos organicos, alto valor de contenido en agua, y una alta capacidad antioxidante
©®_ A su vez, estos subproductos contienen compuestos muy importantes para el sector

alimentario, como son las proteinas ©.
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Desde un punto de vista tecnoldgico, las proteinas de leguminosas proporcionan estabilidad
en los alimentos debido a su perfil de aminoacidos, cuyo componente principal es la lisina 1.
Ademas, poseen propiedades tecnoldgicas como capacidad de emulsificacion, espumante,
hidrosolubilidad, capacidad de retencién de agua (CRA) y capacidad formadora de gel (CFG),
Estas propiedades van a contribuir a mejorar las caracteristicas de apariencia, textura y
estabilidad de los productos alimenticios en los que se incluyan ‘. La industria alimentaria
esta trabajando en la busqueda de alternativas sostenibles donde poder llevar a cabo el

aprovechamiento del perfil proteico de los subproductos de leguminosas generados.

Desde el punto de vista nutricional, las proteinas de origen alimentario han sido descritas
como una importante fuente de hidrolizados y/o péptidos bioactivos. Estos compuestos
peptidicos, ademas de su valor nutricional, pueden presentar actividad biolégica con efectos

beneficiosos sobre la salud como la regulacion del sistema inmune (1213,

El principal problema de la extraccion proteica de leguminosas radica en que los procesos
actuales estan desarrollados a pequefia escala, y su implantacion es por tanto muy limitada
en la industria alimentaria. Es por ello, que se estan investigando nuevos procesos para que
la obtencién de extractos proteicos de subproductos de leguminosas se lleve a cabo de una

manera sostenible y econdmica.
2. Obijetivos

Por tanto, visto la problematica descrita anteriormente en la introduccion, el objetivo principal
del presente Trabajo de Fin de Grado (TFG) es optimizar el proceso de obtencion de extractos
proteicos a partir de subproductos de guisantes, altramuces, alubias y lentejas, para ser
utilizados como fuentes alternativas de proteinas en formulaciones de piensos para animales

y alimentos.
Los objetivos especificos son:

1. Conocer la cantidad y principales caracteristicas de los subproductos generados en la
industria alimentaria a partir de leguminosas.
Seleccionar diferentes ensayos de extraccion de proteinas.
Evaluar las diferentes condiciones de extraccién proteica para seleccionar aquellas

que conlleven a la obtencién de extractos con un alto contenido proteico.

Grado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
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3. Desarrollo

3.1. Estimacion de la produccion de subproductos de leguminosas a nivel europeo

De acuerdo con los datos publicados en la base de datos estadisticos de la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT), se ha analizado la

cantidad de produccion de leguminosas que hubo en el afio mas reciente disponible, 2019 ().

3.2. Optimizacién de la extraccion proteica: disefio experimental, materiales y ensayos
3.2.1. Subproductos de leguminosas y pretratamiento de la muestra

La extraccion proteica se realizd a partir de 4 variedades de subproductos de distintas
leguminosas, como son la lenteja (Lens culinaris ), la alubia (Phaseolus vulgaris), el guisante
(Pisum sativum) y el altramuz (L. angustifolius). La figura 2 muestra el diagrama de flujo

utilizado para el proceso de extraccién proteica.

El primer paso del proceso consiste en realizar un pretratamiento de los subproductos de las
semillas de las leguminosas. Se llevd a cabo la reduccion del tamafio de los granos de
leguminosas hasta la obtencion de harina mediante una operacién de triturado utilizando una
trituradora Robot Coupe. El objetivo de esta técnica consiste en reducir el tamafio del grano
mediante fuerzas de compresion para lograr un tamano del mismo lo mas reducido y
homogéneo posible ). Para ello se utilizé una velocidad de giro de 3500 rpm entre 1 0 2 min,
dependiendo del tipo de leguminosa. En el caso del altramuz y de la alubia, la duracion del
proceso fue de 2 min debido a que el tamafo del grano es mayor en comparacion con el de
la lentejas y el guisante, en los que el tiempo de triturado fue suficiente con 1 min. Este
pretratamiento de las muestras facilita el proceso de extraccién, ya que el pequeno tamano
de las particulas de harina dispersas en solucion acuosa aumenta la solubilidad de las
proteinas que contienen cuando el pH se encuentra por encima o por debajo del punto

isoeléctrico de las mismas'".

Una vez triturada la muestra se procedido a su tamizado. Esta operacion consiste en una
separacion fisica para la homogeneizacion del tamafo de las particulas de la harina, y se
realiza haciendo pasar la harina por un tamiz metalico de 2 mm de diametro de poro, evitando
de esta forma una excesiva pérdida de particulas. Las particulas con un tamafio menor a 2
mm se recogen para continuar el proceso mientras que las particulas de mayor tamario son
sometidas a un nuevo triturado para su posterior reutilizacion. De esta forma se aprovecha al

maximo la harina obtenida a partir de los subproductos vegetales. Cabe destacar que, en el
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caso de las lentejas y los guisantes, la cantidad de particulas de tamafo mayor a 2 mm fue
insignificante, mientras que, en el caso de los altramuces y alubias la cantidad de particulas
de mayor tamafio fue considerable debido a la mayor variabilidad y tamafo de las particulas

de sus harinas.

Una vez obtenidas las harinas tamizadas de leguminosas, se procedié a su envasado al vacio
utilizando una envasadora Egar Vac, y posteriormente se almacenaron a temperatura

ambiente hasta realizar la extraccion proteica.

El contenido total de proteina (%) de los subproductos de leguminosas fue determinado segun
el método Kjeldahl (%),

1min-2 min

Triturado Tamizado
3500rpm; 2mm; 9W; 1min

Acidificacion Centrifugado Mezdado Basificacién
pH 4,5-5 HCI 37% 7000xg; 30 min 3500rpm; 1-2h pH 9,5 NaOH 2m

Centrifugadt? Almacenado en Liofilizado
7000xg; 30 min .
congelacién 24 horas

Figura 1: Diagrama de flujo de la extraccién proteica
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3.2.2. Optimizacién del proceso de extraccion proteica

Pese a que existen numerosos ensayos para realizar la extraccion proteica de leguminosas,
en este trabajo se utilizd el método de extraccion acuosa alcalina y salina seguida de

precipitacidn isoeléctrica de proteinas.

La extraccion de proteinas depende de diferentes factores como son el pH, la temperatura, el
tamafio de particula, la fuerza idnica, y la relacion subproducto/diluyente ("), Por tanto, los
cambios que se lleven a cabo en las condiciones de los factores de extraccion determinaran

la cantidad de proteina final obtenida.

Teniendo en cuenta, como asi se ha indicado anteriormente, que el objetivo de este TFG es
seleccionar el ensayo mas efectivo para poder extraer la mayor cantidad de proteina final de
los diferentes subproductos de leguminosas, se han estudiado diversos parametros del
proceso de extraccidon como son el tipo de diluyente, la relacion subproducto/diluyente, el

tiempo de mezclado, y el valor del punto isoeléctrico.

A continuacién, se describe la metodologia del proceso de extraccion. Se pesan 100 g de
harina tamizada y se disuelven en dos relaciones muestra/diluyente (p/v), ajustadas
dependiendo del ensayo. En la mayoria de los casos se uso agua como diluyente. Ademas,
para comprobar el comportamiento de las proteinas de leguminosas en soluciones salinas se
realizdé un ensayo con tampén fosfato a pH de 7,2 con objeto de llevar a cabo el proceso de
extraccion a pH neutro. En los demas ensayos, se ajusto el pH a 9,5 mediante un pH-imetro
Crison utilizando una solucion de NaOH 2M. De esta forma, se favorece la solubilizacion de
las proteinas en la solucidn acuosa. Posteriormente, se sometio la solucidon proteica a una
operacidon de mezclado a temperatura ambiente en una placa agitadora a 500 rpm durante 60
0 120 min (dependiendo del ensayo). De esta forma, se induce al liquido (agua destilada) y al
sélido (muestra de subproducto de leguminosa), a que su contacto se acelere mediante los
movimientos circulatorios que son generados en el interior de la solucion por medios

mecanicos.
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Figura 2: A la izquierda se observa la solucién de proteinas sin haber sido sometidas a la
operacién de mezclado, y a la derecha la solucion de proteinas una vez pasado el tiempo de
mezclado.

Tras el mezclado se procedio al centrifugado de la solucién utilizando una centrifuga Sorvall
Bios 16. La solucién proteica se somete a 7000 g durante 30 minutos a una temperatura de
4°C para evitar posibles deterioros de las proteinas. Esta técnica de separacion se basa en el
aislamiento de particulas suspendidas en un liquido gracias a la fuerza centrifuga; de esta
forma, se puede separan las particulas insolubles del sobrenadante™). Tras el centrifugado,
se desechd el precipitado y se conserva el liquido sobrenadante en el que se encuentran las
proteinas solubilizadas. A continuacién, se procedié a realizar su precipitacion isoeléctrica
ajustando el pH a su punto isoeléctrico, en torno a 4,5-5,0 (dependiendo del ensayo) utilizando
una solucion de HCI al 37%. Este fenémeno conlleva a la disminucion de solubilidad " y
precipitaciéon de las proteinas, el cual genera un cambio de color en la muestra como se
observa en la figura 3.

Figura 3: A la izquierda se observa la solucién de proteinas solubles en agua a pH neutro, y
a la derecha la proteina precipitada en su punto isoeléctrico.

Tras la precipitacién, la mezcla se centrifugd a 7000 g durante 30 minutos a 4°C. En esta

ocasion, se desecha el sobrenadante y se conserva el precipitado de proteinas (Figura 4).
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Figura 4: Extractos proteicos obtenidos a partir de harina de guisante (verde) y altramuz
(amarillo).

Se pesaron los extractos proteicos obtenidos utilizando una balanza Ohaus Scout con una
exactitud de +0,01. Posteriormente, se almacenaron en congelacién a una temperatura de
-18°C, para su posterior liofilizado. Los extractos se liofilizaron en un equipo Teslar LyoBeta

durante 24 horas para evitar la desnaturalizacion de proteinas 4.

Por ultimo, los extractos liofilizados se pesaron en la misma balanza donde fueron pesados

los extractos proteicos centrifugados.

Figura 5: Extractos proteicos liofilizados obtenidos a partir de harinas de leguminosas.

En la Tabla 1, se muestra el disefio experimental utilizado para la optimizaciéon de las
condiciones de extraccion de las proteinas a partir de los de los diferentes subproductos de

leguminosas descritos anteriormente. Cada uno de los ensayos fue realizado por duplicado.
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Una vez realizado todos los ensayos de extraccion proteica, se procede a analizar los
resultados de cada ensayo para cada tipo de subproducto de leguminosa, para poder
comprobar cual seria el ensayo adecuado para cada subproducto de leguminosas. De esta
forma, se puede observar cdmo afectan los diferentes parametros al rendimiento de la
extraccién de proteinas de las diferentes leguminosas, para asi poder determinar las
condiciones 6ptimas para realizar la extraccién en cada caso.

Tabla 1: Disefio experimental utilizado para la optimizacién de las condiciones de extraccién
de las proteinas a partir de los subproductos de leguminosas.

Ensayo Relacion Diluyente tiempo (min) pH

subproducto/diluyente

(pv)

Ensayo 1 1:15 Agua 60 4,5
Ensayo 2 1:15 Agua 60 5,0
Ensayo 3 1:15 Agua 120 4,5
Ensayo 4 1:10 Agua 60 4,5
Ensayo 5 1:05 Tampédn 120 4,5

fosfato pH 7,2

+ NaCl 0,1M

Como se observa en la tabla 1, en la mayoria de los ensayos el diluyente utilizado ha sido
agua destilada, ya que las proteinas de las leguminosas son mayoritariamente globulinas y
albuminas, y tienen buena hidrosolubilidad. El ensayo 5 con tampén a pH 7,2, se llevé a cabo
para comparar cual de los dos diluyentes (agua o tampén fosfato) provocaba una mejor
solubilizacién de las proteinas. El parametro de relacion subproducto/diluyente en varios
ensayos se ajusté a una relacion 1:10 en vez de 1:15 (p/v), para comprobar si es posible
disminuir la cantidad de agua necesaria para realizar la extraccion proteica. En los ensayos
se han utilizado dos tiempos de mezclado (60 y 120 min) para verificar si a mayor tiempo de
mezclado se incrementaban las interacciones subproducto/diluyente. Por ultimo, el valor del
pH correspondiente al punto isoeléctrico de las proteinas se modificd en los ensayos 2y 5
para observar si en esas condiciones de extraccibn se generaban mayores

desestabilizaciones de las proteinas.
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3.3. Resultados
3.3.1. Produccién de subproductos de leguminosas

La industria alimentaria desecha al aino una gran cantidad de residuos alimentarios.
Entendemos como residuo alimentario, segun la Ley 3/2020, de 11 de marzo, de prevenciéon
de las pérdidas y el despilfarro alimentarios '®, el alimento que se ha convertido en residuo.
Estos residuos alimentarios traen consigo problemas econdémicos y medioambientales y, por
lo tanto, la mejor opcion seria gestionarlos adecuadamente para reducir su cantidad o incluso
indagar en nuevos procesos industriales que permitan la transformacién de dichos residuos

en productos alimentarios con un valor nutricional.

Los subproductos de leguminosas son generados durante el proceso de transformacion de
estos vegetales. Antes de realizar su procesado, las semillas frescas son sometidas a diversas
operaciones unitarias donde se realiza su clasificado, mediante operaciones de separacion
fisica y quimica como son la separacion por gravimetria, por tamafio y/o, por color ®. Aquellos
granos que tienen mayor densidad son descartados debido a su grado de madurez mediante
la separacién gravimétrica. Mediante la separacién por tamaino van a ser descartados aquellos
granos que no cumplen con el tamafio requerido, y el ultimo parametro a controlar es el color
de los granos. Los pigmentos que aportan color a las leguminosas son muy inestables y
durante el procesamiento post-cosecha aquellos granos que no tengan el color adecuado van
a ser descartados y se van a considerar subproducto '"). Especialmente el color afecta a las
lentejas, ya que cambios en el contenido de clorofilas y polifenoles conllevan la decoloracion

del producto (8.

En la Figura 6, se observa el diagrama de flujo del procesado de leguminosas, y las

operaciones destacadas en color rojo es donde se desechan los subproductos.
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Limpieza y lavado

Separacion
gravimétrica

Separacion por
tamano

Separacion
colorimétrica

Lavado y enfriado

en subproductos de leguminosas

Envasado

Congelado

Figura 6: Diagrama de flujo del procesado industrial de leguminosas; las etapas coloreadas
en rojo son donde se generan los subproductos (!

En el caso de los subproductos de leguminosas es complicado estimar y cuantificar la cantidad

de residuos que pueden ser generados durante el procesado, debido a que se trata de un

sector muy heterogéneo vy, a su vez, se pueden generar desechos muy variables " como,

por ejemplo, granos rotos (6-13%), germen, polvo (7-12%), y cascaras; ademas de otros

residuos que pueden tener un valor nutricional interesante como vainas y granos de

leguminosas que no van a ser procesados en la industria. Los granos no procesados, se

encuentran en una cantidad en torno al 20-30% de la produccion total de granos V. El grano

no procesado es desechado por atributos como el color, el tamafio y la madurez. El

subproducto de granos no procesados de leguminosas contiene diversos compuestos de alto
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valor nutricional como son las proteinas, las cuales pueden ser utilizadas para alimentacion
animal y humana ('®. Es por ello, que en vez de desechar el subproducto de leguminosa se

puede valorizar extrayendo su proteina, para poder hacer uso del residuo alimentario,

evitando problemas medioambientales y econémicos.

Por lo tanto, si se genera un subproducto de granos no procesados entre el 20-30% se podria
llegar a calcular la cantidad de subproducto que se genera en relacién con la produccion anual
en Europa.

Tabla 2: Comparacién de la producciéon de leguminosas y los subproductos generados en
Europa el afio 2019 ()

Muestras Produccién de Subproducto generado (t)
leguminosa (t)

20% 30%
Lenteja 3,67x10° 7,35 x10* 1,10 x10°
Alubia 1,25 x10° 2,50 x10* 3,74 x10*
Guisante 3,93 x10° 7,86 x10* 1,18 x10°
Altramuz 5,25 x10° 1,05 x10° 1,57 x10°

Por lo tanto, teniendo en cuenta que se generan entre 1,2 y 1,8 Mt de subproducto de
leguminosas en Europa, se podria llevar a cabo la revalorizacion de los mismos recuperando
sustancias de alto valor nutricional como son las proteinas. Dado que en la actualidad se
importan un total de 30 Mt de soja, de las cuales 1,3 Mt son proteinas, la dependencia de las

industrias europeas de la proteina de soja disminuira de un 95% a un 92%.

Debido a la complejidad de cuantificar la cifra de los subproductos generados, la decisiéon
delegada (UE) 2019/1597 de la comisién de 3 de mayo de 2019 por la que se complementa
la Directiva 2008/98/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que concierne a una
metodologia comun y a los requisitos minimos de calidad para la mediciéon uniforme de los
residuos alimentarios ?, ha propuesto diferentes metodologias para poder cuantificar los
subproductos de leguminosas para asi reducir la carga de residuos generados en las distintas
fases de la cadena alimentaria. Esta regulacion propone realizar un control y medicion de
residuos por separado, y en el caso de las legumbres, se propone la realizacion de una
medicion directa y de un balance de masas del proceso. Por otro lado, también se sugiere la
realizacion de cuestionarios y entrevistas, calculos de coeficientes y estadisticas de

produccién, asi como el analisis de la composicion de los residuos.
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3.3.2. Composicién de los subproductos de leguminosas

En primer lugar, se ha llevado a cabo un analisis del contenido total de proteina en cada
subproducto. Como se puede ver en la Tabla 3, todos los subproductos de leguminosas
contienen una concentracion proteica minima entorno al 20%, excepto el altramuz, que es
muy superior alrededor del 37%. Aunque se trate de subproductos, algunos investigadores
han extraido concentraciones similares de proteina de leguminosas como de la alubia (20%)
y del altramuz (33-44%) ("®. No ocurre lo mismo con el guisante y la lenteja, ya que la cantidad
de proteina obtenida en este trabajo ha sido menor en comparacion con otros investigadores

los cuales obtuvieron 31% y 26% ?" respectivamente.

La soja tiene aproximadamente un 40% de proteina y el subproducto que mas se asemeja a
este contenido es el del altramuz ®?. Debido a la gran concentracion de proteina que presenta
la soja, los subproductos de lenteja, guisante y alubia van a tener menores rendimientos, por

tanto, es necesaria la busqueda de otras nuevas fuentes alternativas de proteina.

Tabla 3: Contenido de proteina de los subproductos de leguminosas

Subproducto Proteina (%)
de
leguminosa
Lenteja 23,29 +0,06
Alubia 20,19 0,13
Guisante 20,03 +0,02
Altramuz 37,37 £0,19

3.3.3. Efecto del tipo de diluyente

En primer lugar, se ha comprobado si la utilizacion de una solucion salina a pH neutro en lugar
de agua destilada mejoraba la recuperacion de proteina (ensayos 1y 5; Tabla 1). El efecto
del tipo de diluyente dependera principalmente de los tipos de proteina contenidos en el
subproducto ", Como ya se ha comentado con anterioridad, las proteinas mayoritarias en
las leguminosas son globulinas, que representan el 70% de la proteina total y son solubles en
disoluciones salinas diluidas, las albuminas que representan un 10-20% y son solubles en
agua, y las gluteninas que representan un 10-20% y son solubles en soluciones muy &cidas

o basicas ®.
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Las proteinas de leguminosas son solubles en agua cuando el medio ronda unos valores de
pH entre 7-10. Cuanto mas basico sea el pH mas soluble sera la fraccion proteica **. En este
trabajo, la utilizacién del tampon fosfato (ensayo 5, Tabla 1) ocasioné un descenso en el
contenido de proteina obtenido en comparacion con el uso de agua destilada como diluyente
(ensayo 1, Tabla 1). La cantidad de proteina obtenida se redujo casi a la mitad en lenteja,
guisante y alubia, mientras que el efecto fue menos importante para el altramuz (Tabla 4) Esto
podria deberse a que a pH neutro se generan tanto cargas negativas como positivas en las
proteinas, generando un valor de carga neta en la estructura proteica, lo cual favorece la

29 Por tanto, pese a que las globulinas representen la

solubilidad de las proteinas en agua
mayor cantidad de proteina y sean solubles en soluciones salinas, la insolubilidad de las
albuminas y las gluteninas va a conllevar a que parte de la proteina se insolubilice debido a la
formacion de agregados proteicos ®®. En cambio, en los ensayos en los que se ha hecho uso
de agua destilada, y el valor del pH correspondia con el pl, se ha recuperado mayor cantidad
de proteina debido a la formacién de agregados insolubles entre proteinas con carga neta
nula. Karaca et al. (2011) ©, observaron que se generan extractos con mayor contenido
proteico en soluciones acuosas que en salinas; y ademas que las proteinas obtenidas en

soluciones acuosas alcalinas presentaban mejores propiedades tecno-funcionales.

Tabla 4: Contenido proteico de extractos obtenidos con diferente tipo de diluyente: agua
destilada (ensayo 1) y tampén fosfato (ensayo 5).

Proteina (%)

Ensayo Lenteja Alubia Guisante Altramuz
1 1510,4 1040,2 1010,2 20+0,4
5 6+0,3 3+0,0 60,4 1210,4
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3.3.4. Efecto de la relacion subproducto/diluyente

La relacion de subproducto/diluyente fue modificada para comparar si a menores cantidades
de agua era posible generar las mismas interacciones de las proteinas con las moléculas de
agua, favoreciendo su solubilidad. Para ello se han comparado proporciones
subproducto/diluyente de 1:10 y 1:15 (p/v). En la mayoria de las leguminosas (alubia, guisante
y altramuz) se han obtenido cantidades de proteinas muy préximas entre si, mientras que en
el caso de la lenteja se ha observado un pequeno efecto a la baja en la extraccion proteica
con la menor relacion subproducto/diluyente de 1:10 (p/v). Por tanto, estos resultados indican
que se podria utilizar menor cantidad de agua para obtener la misma concentracion de

@Y realizaron un estudio en el cual se

proteina en el extracto. Los autores Boye et. al. (2010)
aplicé una relacién muestra/agua de 1:10 (p/v), y en el que las concentraciones de proteina
obtenidas fueron para el guisante de un 13% y para la lenteja de un 12%. En el caso de la
lenteja, los valores obtenidos son similares, pero no ocurre lo mismo para el guisante, ya que
en el ensayo se obtiene un 4% menos de proteina. Esto pudo ser debido a que las
interacciones proteina-agua no se produjeron correctamente y, por tanto, se produjo una
pérdida de proteinas por insolubilizacion. Seria necesario volver a realizar el ensayo para
comprobar si hubo algun error cometido durante el proceso de extraccién. Incluso se podria
realizar de nuevo el pretratamiento de la leguminosa para comprobar si la muestra utilizada

en el ensayo anterior poseia algun tipo de defecto o situacion particular.

Aunque a pequefia escala la utilizacion de cualquiera de las relaciones subproducto/diluyente
parece ser eficiente, es necesario también mantener su eficiencia a escala industrial, y, por
tanto, la utilizacion de menores cantidades de agua (ensayo 4, Tabla 1) seria la mas

recomendable con este fin.

Tabla 5: Contenido proteico de extractos obtenidos con diferente relacion
subproducto/diluyente: 1:15 (ensayo 1) y 1:10 (ensayo 4).

Proteina (%)

Ensayo Lenteja Alubia Guisante Altramuz
1 1510,4 1040,2 1010,2 20+0,4
4 1210,8 1010,0 9+0,3 1910,2
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3.3.5. Efecto del tiempo de mezclado

Con el incremento del tiempo de mezclado se podria generar mayor contacto entre las
proteinas y las moléculas del diluyente, aumentando, en consecuencia, los niveles de

recuperacion de proteina a partir de los subproductos de leguminosas.

Se puede observar que pese al aumento de tiempo de mezclado de 60 a 120 min (ensayos 1
y 3, Tabla 6) no existe, para el caso de la alubia, lenteja y altramuz, una mayor extraccion de
proteina. En el caso del subproducto del guisante, por el contrario, se obtuvo una mayor
concentracion de proteina a mayor tiempo de mezclado (Tabla 6), siendo del 4% el aumento
de la concentracién proteica final. No se ha podido realizar ninguna comparacion con otros

trabajos, ya que no se han encontrado articulos previos al respecto en la literatura cientifica.

Por ello, se establece de forma general 60 min como tiempo de mezclado recomendable,
consiguiendo también de esta forma un potencial ahorro de tiempo y energia en el escalado
industrial.

Tabla 6: Contenido proteico de extractos obtenidos con diferente tiempo de mezclado: 60
min (ensayo 1) y 120 min (ensayo 3)

Proteina (%)

Ensayo Lenteja Alubia Guisante Altramuz
1 1510,4 1040,2 1040,2 20+0,4
3 14+0,1 1110,1 1410,3 18+0,4

3.3.6. Efecto del punto isoeléctrico

El interés del valor de pH del medio coincidente con el punto isoeléctrico de las proteinas es
que en ese punto se produce la agregacion por floculacién de la mayor cantidad de proteinas
posibles del subproducto. Posteriormente van a ser sometidas a la operaciéon de centrifugado
y las proteinas deben de estar insolubilizadas para conseguir una buena separacion del
precipitado y del sobrenadante. El punto isoeléctrico que ocasiona la precipitacién de las
proteinas contenidas en los subproductos de leguminosas se encuentra en un valor de pH

entre 4,5y 5,0 ®®. A estos valores de pH las proteinas poseen carga neta nula lo cual va a
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ocasionar la disminucion de una gran parte de las interacciones electrostaticas con las
moléculas de agua, y el aumento de interacciones intercatenarias entre moléculas de
proteinas para formar agregados insolubles debido principalmente a fuerzas de Van Der
Waals que generan interacciones hidrofébicas e interacciones proteina-proteina “®. En el
ensayo 2 se ha establecido un pH de precipitacion de 5,0 para comprobar si a un valor de pH
un poco menos acido es posible también precipitar el mismo contenido de proteina que en
valor de 4,5. Como se puede observar en la Tabla 7, a pH de 5,0 la concentracioén de proteina
se reducen considerablemente en comparacion con los obtenidos a pH 4,5. Por tanto el
ensayo 1, muestra que el pH éptimo de precipitacion proteica para los subproductos de las
leguminosas estudiadas esta en un valor de 4,5. En este valor de pH se forman agregados
por floculacién, debido a las interacciones proteina-proteina disminuyendo la solubilidad de
las proteinas y manteniendo su estructura nativa estable V. En comparacién con la literatura
cientifica, no se ha encontrado ningun articulo donde se utilice un valor de pH de 5,0 como
punto isoeléctrico de precipitacion de proteinas de leguminosas. De todas formas, la
proporcion de proteina obtenido en el ensayo 2 ha sido menor en todos los subproductos
analizados, por tanto, el punto isoeléctrico de los cuatro subproductos se establecié en un
valor de pH de 4,5.

Tabla 7: Contenido proteico de extractos obtenidos con diferente valor de pH: | 4,5 (ensayo
1)y 5,0 (ensayo 2).

Proteina (%)

Ensayo Lenteja Alubia Guisante Altramuz
1 1510,4 1010,2 1040,2 20+0,4
2 50,3 610,7 7+0,3 16+0,3
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3.3.7. Discusion general

En la figura 7, se muestra la concentracion de proteina obtenida en los diferentes ensayos

realizados en cada uno de los subproductos de leguminosas seleccionados.

Los resultados mostraron que, en general, el ensayo 5 en el cual se utiliz6 como diluyente el
tampon fosfato fue el que obtuvo menor contenido de proteina en todos los subproductos. Lo
mismo ocurrié con el ensayo 2 en el que se utilizé un pH de precipitacion de 5,0. En general,
se puede indicar que los parametros que tuvieron mayor efecto en el proceso de extraccion

de proteinas, fueron el pH de precipitacioén, y el tipo de diluyente.

Los ensayos 1,3 y 4 obtuvieron extractos con contenido proteico bastantes similar para los
subproductos de leguminosas. Por tanto, cualquiera de esos ensayos serian adecuados para
realizar la extraccion proteica de subproductos de lentejas, alubias, guisantes y altramuces,

siendo ligeramente mas eficiente, en la mayoria de los casos, el ensayo 1.

Los extractos con mayor contenido proteico se obtienen a partir de subproducto de los
altramuces, con un valor de proteina en torno al 20% mientras que los que presentan menor
cantidad de proteina son los obtenidos a partir de guisantes y de alubias, con un 10% de
proteina. Como era de esperar, estos resultados van en linea con la cantidad de proteina total
que presentd cada subproducto antes del proceso de extraccion de la misma (Tabla 3). Sin
embargo, si se compara el porcentaje de proteina en el subproducto y el existente en el
extracto proteico final, el mayor rendimiento de extraccion se consiguié con la lenteja (65,0%),

seguido del altramuz (53,4%) y finalmente del guisante (49,9%) y la alubia (49,5%).
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Figura 7: Comparacioén de la cantidad de proteina (%) obtenida a partir de diferentes
subproductos de leguminosas utilizando los 5 ensayos del disefio experimental de la Tabla
1.

4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que las condiciones éptimas para la
extraccion de proteinas a partir de los subproductos de leguminosas seleccionadas es una
extraccién con agua destilada, con una relaciéon subproducto/diluyente de 1:10 (p/v), con un
tiempo de mezclado de 60 min y con un valor de pH de precipitacién isoeléctrica de 4,5. En
términos comparativos, en las condiciones 6ptimas de extraccion, los mayores rendimientos
de proteina se consiguieron para el altramuz, siendo la lenteja la que presenté un mayor
rendimiento de extraccidn. Los resultados de este trabajo son preliminares y, por tanto, se
requieren estudios adicionales para determinar de forma mas profunda las condiciones
Optimas de extraccion de proteinas a partir de subproductos de leguminosas, a distintos
escalados, y a su vez, buscar nuevas fuentes de proteina para la industria alimentaria que
permitan disminuir la actual dependencia del uso e importacién de soja como fuente principal

de proteina.
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